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S U M M A R Y
T h e  b r a n c h e d - c h a i n  a m i n o  a c i d  ( B c a l  t r a n s Í l o r t  s y s t e m  o f  t h e  h o m o f e r m e n t a t i v e
lac t i c  ac id  bac ter iu rn  Lac tc tcc . tccus  /ac Í rs  i s  a  secondary  t ranspor t  p ro te in ,  wh ich
t r a n s l o c a t e s  p e c i f i c a l l y  t h e  a m i n o  a c i d s  L - l e u c i n e ,  L - i s o l e u c i n e  a n d  L - v a l l n e  i n  s y m p o r t
w i t h  o n e  p r o t o n  a c r o s s  t h e  c y t o p l a s r n i c  r r e r n b r a n e .  l t  i s  a n  i n t e g r a l  m e m b r a n e  p r o t e i n
f r o r n  w h i c f . r  a  l a r g e  p a r t  i s  e r n b e d d e d  i n  t h e  c y t o p l a s r n i c  r n e m b r a n e .  T h e  l i p i d s  o Í  t h e
c y t o p l a s r n r c  r r e r n b r a n e  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  a n d  a n a l y z e d ,  b o t h  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  l i p i d
h e a d g r o u p  a n d  f a t t y  a c y l  c h a i n  c o r n p o s i t i o n .  T h e  r n a j o r  l i p i d  s p e c i e s  o f  l .  / a c Í r s  s u b s p .
c r e r n o r i s  a r e  a c i d i c  p h o s p h o l i p i d s  ( p i r o s p h a t i d y l g l y c e r o l  a n d  c a r d i o l i p i n ) ,  g l y c o l i p i d s  a n d
g l y c e r o p l r o s p h o g l y c o l i p i d s  ( C h a p t e r  2 ) .  T h e  m a j o r  í a t t y  a c i d s  i d e n t i f i e d  i n  a  t o t a l  l i p i d
e x t r a c t  Í r o r n  l .  l a c t r s  a r e  p a l r r i t i c  a c i d  ( C , u 6 ) ,  o l e i c  a c i d  ( C , 0 , )  a n d  t h e  c y c l o p r o p a n e -
r i n g  c o n t a r n r n g  l a c t o b a c i l l i c  a c i d  ( C , , , , )  ( C h a l i t e r  3 ) .
T l r e  l i p i d  r e r l u i r e r r e n t  o Í  t l r e  B c a  t r a n s Í l o r t  s y s t e r n  h a s  b e e n  s t u d i e d ,  u s i n g  a
n r o d e l  s y s t e r r  i n  w l r i c h  i s o l a t e d  c y t o p l a s r n i c  r n e r n b r a n e  v e s i c l e s  w e r e  f u s e d  w i t h
l i l r o s o r r e s ,  c o r n p o s e d  o Í  a  d e Í i n e d  l i p i d  c o r n l r o s i t i o n .  F u s i o n ,  a s  a c c o m p l i s h e d  b y  a
f r e e z e / t h u w  s o n i c a t  o n  l r r o c e L . l u r e ,  r e s u l t s  r n  t h e  Í o r n r a t i o r t  o f  c l o s e d  h y b r i d  m e m b r a n e s ,
w h i c h  r e t a i n  t h e  e n e r 0 y  c o n s e r v i n g  f l r o p e r t i e s .  T h i s  p r o c e d u r e  h a s  b e e n  u s e d  t o  e n r i c h
t h e  r - n e r r b r a n e  v e s i c l c s  w r t h  e x o g e n o L r s  l i p i d s ,  u p  t o  9 5  7 o .  F u s i o n  a p p e a r e d  t o  b e
i n d e p e n d e n t  o Í  t h e  c o n r p o s i t i o n  o í  t l r e  l i p o s o r n e s .  L e u c i n e  t r a n s p o r t  a c t i v i t y  c o u l d  b e
d r i v e n  b y  a n  a r t i f i c i a l l y  g e n e r a t e d  p r o t o n r n o t i v e  f o r c e  ( a p )  o r  i t s  c o m p o n e n t s ,  a n
e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  ( a r p ,  l n s i d e  n e g a t i v e )  a n d  a  p H  g r a d i e n t  ( a p H ,  i n s i d e  a l k a l i n e ) .
L e u c i n e  c o u n t e r f l o w  u p t a l < e ,  w h i c h  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  r n a g n i t u d e  o f  t h e  a p ,  c o u l d  b e
r n d u c e d  b y  a p p l y i n g  a n  o u t w a r d l y - d i r e c t e d  l e u c i n e  c o n c e n t Í a t i o n  g r a d i e n t .
H i g h  t r a n s p o r t  a c t i v i t i e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  h y b r i d  r n e r n b r a n e s  c o n t a i n i n g  t h e
nat r r ra l  l i p id  mix tu res  ex t rac ted  Í ro rn  L . lac t rs  o r  Escher ích ia  co l i ;  an inophospho l ip ids ,
p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a n r i n e  ( P E )  a n d  p l r o s p l r a t i d y l s e r i r r e  ( P S ) ;  o r  g l y c o l i p i d s ,  m o n o g a l a c -
t o s y l d i g l y c e r i d e  ( M G D G ) ,  d i g a l a c t o s y l d i g l y c e r i d e  ( D G D G )  a r . r d  t h e  n e u t r a l  g l y c o l i p i d
f r a c t i o n  i s o l a t e d  f r o r r  L .  / a c l i s ' .  l n  c o Í ) t Í a s t ,  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  ( P C ) ,  p h o s p h a t i d y l g l y c e -
r o l  ( P G ) ,  p h o s p h a t r d r c  a c i d  ( P A )  a n d  c a r d i o l i p i n  ( C L )  w e r e  u n a b l e  t o  a c t i v a t e  t h e  l e u c i n e
t r a n s p o r t  p r o t e i n .  l n  r r i x t u r e s  o f  P C  a n d  I n e t h y l a t e d  d e r i v a t i v e s  o f  P E ,  l e u c i n e  u p t a k e
c l e c r e a s e d  w i t l r  i n c r e a s i n g  d e g r e e  o f  r r e t h y l a t i o n  o Í  P E .  B e c a u s e  b o t h  a r n i n o p h o s p h o l i -
p i d s  a n d  g l y c o l i p i d s  c a n  Í o r n r  i r y c l r o g e n  b o n d s  r n  c o n t r a s t  t o  t h e  o t h e r  l i p i d s ,  i t  w a s
c o r r c . , , i e d  t l r a t  l r y d r o g c r r b o r r J i n ' j  r r l : r y s . r r r  i r r r p o r t a r r t  r o l e  i r r  l l r e  l i p i d - p r o t e i n  t e r a c t i o n s
o Í  t i r e  B c a  c a r r i e r .  A r n r n o l r i r o s l ; h o l i p i d s  i n  G r a r n - r r e g a t j v e  b a c t e r i a  a n d  g l y c o l i p i d s  i n
G r a n r - p o s r t i v e  b a c t e r i a  a p p e a r  t o  h a v e  s i r n i l a r  f u n c t i o n s  w i t h  r e s p e c t  t o  s o l u t e  t r a n s p o r t
( C h a p t e r  2 ) .
T o  d e t e r n r i n e  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  f a t t y  a c y l  c h a i n  c o r r p o s i t i o n  o n  l e u c i n e
t r a n s p o r t  a c t i v i t y ,  l i p o s o r r e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o r n  e q u i r r o l a r  r n i x t u r e s  o f  s y n t h e t i c  P E
a n d  P C  w i t h  c r s  r n o n o  u n s a t u r a t e d  a c y l  c h a i n s ,  v a r y i n g  i n  l e n g t h  f r o m  1 4  t o  2 2  C -
a t o Í r s .  M a x i m i r l  t r a n s p o r t  a c t i v i t y  w a s  o b t a i n e d  w i t h  a  f a t t y  a c i d  a c y l  c h a i n  c a r b o n
n u r n b e r  o Í  1 8 ,  p r o v i d i n g  a n  o p t i n r a l  n r e r n b r a n e  t h i c l < n e s s  Í o r  t h e  l e u c r n e  t r a n s p o r t
p r o t e i n .  T l r e  d e g r e e  o Í  r n a t c h i n g  o f  t h e  l i p i d  r r o l e c u l e s  w i t h  t h e  h y d r o p h o b i c  t h i c k n e s s
o f  t h e  c a r r i e r  a l r p e a r e d  t o  b e  a  s e c o n d  i r r p o r t a r ) t  p a r a r n e t e r  i n  l i p i d  p r o t e i n  r n t e r a c t i o n s
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T h e  e Í Í e c t  o n  l e u c i n e  t r a n s p o r t  o f  t h e  d e g r e e  o f  u n s a t u r a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d
a c y l  c h a i n s  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  h y b r i d  m e r n b r a n e s  c o Í n p o s e d  o f  e q u i m o l a r  m i x t u r e s  o f
s y n t h e t i c  P E / P C  i n  w h i c h  t h e  n u m b e r  o f  c r s  d o u b l e  b o n d s  v a r i e d  b e t w e e n  1  a n d  3 .  B o t h
t h e  a c c u m u l a t i o n  l e v e l  a n d  j n i t i a l  r a t e  o f  l e u c i n e  u p t a l ( e  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g
n u r n b e r  o f  d o u b l e  b o n d s .  T l r e  r e d u c t i o n  i n  t r a n s p o r t  a c t i v i t v  c o u l d  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  a n
i n c r e a s e  i n  t h e  p a s s i v e  p e r r n e a b i l i t y  o f  t h e  m e m b r a n e s  t o  l e u c i n e .  T h e  o v e r a l l  Í l u i d i t y  o f
t h e s e  h y b r i d  r n e r r b r a n e s  w a s  h a r d l y  a f f e c t e d .  l t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  l i p i d
a c y l  c h a i n  u n s a t u r a t i o n  h a s  a  r n i n o r  d i r e c t  e f f e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  B c a  c a r r i e r ,  b u t  i t
a Í f e c t s  s t r o n g l y  t h e  p a s s i v e  p e r r n e a b i l i t y  o Í  t h e  r n e r n b r a n e  ( C h a p t e r  4 ) .
T h e  h y b r i d  m e r n b r a n e  s y s t e n r  l r a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o n
t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  B c a  c a r r i e r  o f  m e r n b r a n e - s p a n n i n g  l i p i d s ,  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  e x t r e m e
ther rnoph i l i c  a rchaebacter iun  Su l fo lobus  ac idoca ldar ius .  T f rese  l ip ids  ex is t  p Íedominant -
l y  a s  b i p o l a r  l i p i d s  c o r r p o s e d  o Í  r n a c r o c y c l i c  t e t r a e t l r e r s  w i t h  p o l a r  h e a d s  l i n k e d  b y  t w o
h y d r o p h o b i c  C . , , ,  p h y t a n y l  c f r a i n s .  E a c h  t e t r a e t h e r  l i p i d  r n o l e c u l e  s p a n s  t h e  e n t i r e
m e r l l t r a n e ,  r e s u l t i n g  i n  a  r r o n o l a y e r  o r g a n i z a t i o n .  H y b r i d  r n e r n b r a n e s  c o m p o s e d  o f
r n i x t u r e s  o f  r n o n o l a y e r  I i p i d s  a n d  b i l a y e r  l i p i d s  ( P C )  r e v e a l e d  a n  i n c r e a s e  i n  t r a n s p o r t
a c t i v i t y  w i t h  i n c r e a s i n g  c o r r t e n t  o Í  r n o n o l a y e r  I i p i d .  T r a n s p o r t  a c t i v i t y  w a s  o p t i m a l  a t  a
one- to  one ra t io  o Í  PC to  S .  acrdoca lc la r rus  l ip ids .  S t i rnu la t ion  o f  the  Bca car r ie r  was
a t t r i b L r t e d  t o  t h e  h y d r o g e n  b o n d  Í o r r n i r r g  s u g a r  r e s i d u e s  o f  t h e  t e t r a e t h e r  l i p i d s .  A
Íur ther  rncrease n  S.  acrdoca ldar ius  l ip id  conten t ,  however ,  resu l ted  in  decreased
r r a n s p o r t  a c t i v i t y .  T h i s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i s  r n o s t  l i l < e l y  c a u s e d  b y  a n  i n c r e a s e d  r i g i d i t y  o f
t h e  r n e r n b r a n e ,  d u e  t o  t l r e  r r e m b r a n e - s p a n n i n g  n a t u r e  o f  t h e  t e t r a e t h e r  l i p i d s ;  a
c o r r p a r a b l e  e f Í e c t  o Í  r n e l n l l r a n e  f l u i d i t y  o n  l e u c i n e  t r a n s p o Í t  a c t i v i t y  o f  L .  l a c t i s  s u b s p .
c ren tor is  has  been observed w i th  inc reas i Í rg  the  c l ro les te ro l  con ten t  in  hybr id  membra-
n e s  c o r n p o s e d  o f  s o y b e a n  P E / e g g  y o l l <  P C  ( 3 : 1 ,  r r o l / r n o l )  l z h e n g ,  T . ,  D r i e s s e n ,  A . J . M .
a n d  l ( o n i n g s ,  W . N .  ( 1 9 8 8 )  J .  B a c t e r i o l .  1 7 O , 3 1  9 4 - 3 1 9 8 1  ( C h a p t e r  5 )
ln  a  secor rd  Inode lsys tern  iso la ted  rnernbrane ves ic les  o Í  L .  lac t i s  were  so lub i l i -
z e d  w i t h  o c t y l g l u c o s i d e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x o g e n o u s l y  a d d e d  l i p i d s  a n d  r e c o n s t i t u t e d
i n t o  p r o t e o l i p o s o n r e s .  T r a n s p o r t  a c t i v i t y  w a s  r e c o v e r e d  o n l y  w h e n  s o l u b i l i z a t i o n  w a s
p e r f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o Í  a c l d i c  p h o s p h o l i p i d s .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e s e  p h o s p h o l i -
p i d s  t h e  t r a n s p o r t  p r o t e i n  w a s  i r r e v e r s i b l y  i n a c t i v a t e d .  S i r n i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n
obta i r red  f  o r  the  arg in ine 'o rn i th ine  exchange pro te in  í rom Pseudomonas aerug inosa and
L .  l a c t i s .  T h e  l i p i d  h e a d g r o u p  r e q u i r e n r e n t  f o r  a  Í u n c t i o n a l  r e c o n s t i t u t e d  t r a n s p o r t
p r o t e i n  c o u l d  b e  f u l Í i l l e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o Í  a r n i n o p i r o s p h o l i p i d s  o r  g l y c o l i p i d s  d u r i n g  t h e
r e c o n s t i t u t i o n  s t e p ,  l t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  a c i d i c  p h o s p h o l i p i d s  p r o t e c t  t h e  t r a n s p o r t
p r o t e i n  a g a i n s t  d e l i p i d a t i o n ,  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  p r o t e i n  a g g r e g a t i o n ,  w h i c h  w o u l d  r e s u l t
i n  i n a c t i v a t i o n  ( C h a p t e r  6 ) .
I n  s u m n r a r y ,  i t  i s  c o r r c l u d e d ,  t i r a t  a  f u n c t i o n a l l y  r e c o n s t i t u t e d  l e u c i n e  t r a n s p o r t
s y s t e r n  o Í  L .  l a c t l s  i s  a Í Í e c t e d  b y  b i l a y e r  f e a t u r e s  i r - r  t h e  f o l l o w i n g  o r d e r  o f  i m p o r t a n c e :
l i p i d  h e a d g r o u p  ( H  - - b o n d i n g )  >  a c y l  c h a i n  c a r b o n  n u m b e r  ( t h i c k n e s s )  >  c h o l e s t e r o l
( Í l u i d i t y )  >  a c y l  c l r a i n  u n s a t u r a t i o n  ( i n d i r e c t  b y  p e r r r e a b i l i t y  c h a n g e s ) .
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